Consideraciones técnicas sobre un método inmunohistoquímico para la detección del virus diarrea viral bovina en tejido fijado en formalina by Lertora, J. W. et al.
INTRODUCCIÓN
El virus diarrea viral bovina (vDVB) es un im-
portante patógeno del bovino, responsable de origi-
nar trastornos reproductivos, teratogénicos, infec-
ción persistente 8, 17 e inmunodepresión 10, 15 . Partici-
pa en el complejo de las enfermedades respiratorias 
del bovino 3, 11 y en el complejo diarrea neonatal del 
bovino 6 , origina infección aguda severa de elevada 
morbilidad y mortalidad 7, 21 y virus aislados del ge-
notipo II causan el síndrome hemorrágico 23 . Ningu-
na de estas presentaciones es patognomónica; por lo 
tanto, el diagnóstico se basa en el aislamiento del vi-
rus o en la detección de antígeno viral específico 2 . 
La técnica inmunohistoquímica (IHQ) ha de-
mostrado ser eficaz, rápida, económica, sencilla y 
fácilmente implementable en cualquier laboratorio 
de histopatología 13, 22 . Se realiza rutinariamente en 
tejidos fijados en formalina, superando a otras técni-
cas en términos de conveniencia respecto a la remi-
sión de las muestras, facilita el estudio retrospectivo 
de muestras enviadas para examen histopatológico 
de rutina y permite realizar una asociación precisa 
entre el antígeno viral con tipos celulares y lesiones 
histológicas 9 . Además, los anticuerpos calostrales 
no interfieren con la técnica, permitiendo analizar 
terneros neonatos 4 . 
Recientemente, hemos realizado una encuesta se-
rológica que demuestra que la infección con el vDVB 
es común en rebaños bovinos de la provincia de Co-
rrientes 16 . Esto indujo al montaje y estandarización 
de un método inmunohistoquímico para la detección 
del vDVB en tejido fijado en formol al 10%, a fin 
de investigar la participación de este patógeno en los 
trastornos reproductivos de los bovinos de la región. 
El objetivo de la presente comunicación es infor-
mar acerca de las consideraciones técnicas a tener en 
cuenta en el montaje y estandarización de este mé-
todo.
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Resumen
Lertora, J.W.; Sánchez Negrette, M.; Montenegro, M.A.; Frías, M.L.: Consideraciones 
técnicas sobre un método inmunohistoquímico para la detección del virus diarrea viral 
bovina en tejido fijado en formalina. Rev. vet. 18: 1, 58–61, 2007. El objetivo de esta comu-
nicación es informar los aspectos técnicos más importantes de un método inmunohistoquí-
mico para la detección del virus diarrea viral bovina en tejido fijado en formol y, de esta for-
ma, proporcionar una guía que facilite la implementación de la técnica en otros laboratorios 
de histopatología. El protocolo que resultó en una tinción específica, intensa, que no alteró la 
morfología del tejido y presentó mínima tinción de fondo fue el que empleó proteinasa K al 
0,2% durante 20 minutos a 37ºC en cámara húmeda previa a la incubación con el anticuerpo 
15C5 a la dilución 1:6000.
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derations for the immunohistochemical detection of bovine viral diarrhea virus in forma-
line fixed tissue. Rev. vet. 18: 1, 58–61, 2007. The aim of this communication is to inform 
the most important technical aspects for immunohistochemical bovine viral diarrhea virus 
detection in fixed formalin tissues, providing a guide that facilitates the implementation of 
the technique in other pathology laboratories. The proteinase K at 0.2% for 20 minutes at 
37ºC prior to the incubation with the 15C5 antibody in a 1:6000 dilution, was the protocol 
resultant in an specific and intense staining that didn’t modified tissue s´ morphology.
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2INTRODUCCIÓN
Los mesoteliomas son tumores que surgen de las 
células de los revestimientos serosos de las cavidades 
pericárdica, pleural y peritoneal 9 . Son neoplasias poco 
comunes, se presentan fundamentalmente en bovinos y 
en caninos, con ocasionales reportes en otras especies 
10 . En el hombre es destacable la relación existente en-
tre estos tumores y la fibra de asbesto 2, 3, 6 . En veterina-
ria, sólo se encuentran escasos reportes de caninos en 
los que se estableció la presencia de cuerpos de asbesto 
7, 8 , en cambio se describen con más frecuencia mesote-
liomas congénitos en la especie bovina 10 . En el perro 
la edad promedio de aparición de esta neoplasia es de 7 
años, pero se han informado casos en caninos menores 
de un año 11, 12 . Si bien no habría predisposición racial, 
algunos autores sugieren una mayor incidencia en ma-
chos y hembras castradas 9 . 
En las diferentes presentaciones (pleural, pericár-
dica o peritoneal) se puede manifestar en forma loca-
lizada o difusa. En una revisión de neoplasias caninas 
los mesoteliomas sólo representan un 0,2% del total, de 
los cuales la presentación peritoneal única es la menos 
frecuente 15 . Dicha localización se asocia a distensión 
abdominal progresiva con ocurrencia de ascitis como 
resultado de la efusión y del bloqueo de los vasos lin-
fáticos 6, 10 . 
Estas neoplasias generalmente pueden adoptar tres 
patrones histológicos: epitelial, fibroso o mixto 6, 8, 9 . 
El primero se asemeja a un carcinoma y el segundo a 
un fibrosarcoma, siendo el tercero una forma bifásica 
14 . Cada tipo puede ser difuso o localizado, pero en el 
primer grupo predominan los tipos epitelial y mixto y 
entre las formas localizadas es más común el tipo fibro-
so 6 . Microscópicamente se observa una proliferación 
de células mesoteliales neoplásicas que pueden formar 
áreas sólidas o revestir espacios quísticos y estructuras 
tubulares, pudiendo haber una matriz mucinosa sobre 
este patrón 6, 10 .
La evaluación citológica del líquido colectado en 
los mesoteliomas malignos muestra marcada celulari-
dad. Es común hallar células neoplásicas que pueden 
variar desde el tipo epitelial exclusivamente, hasta for-
mas mixtas donde llegan a encontrarse también células 
aguzadas características 4, 13 .
El diagnóstico diferencial más importante es con 
el adenocarcinoma, particularmente de pulmón, pero 
también se deben descartar metástasis intestinales y ge-
nitales 4, 9 . Las tinciones especiales son útiles y con fre-
cuencia indispensables para diferenciar las sustancias 
mucinosas producidas por ambos tipos de tumores. Los 
mucopolisacáridos ácidos intra y extracelulares apare-
cen con frecuencia en los mesoteliomas 5 . Al respecto, 
la aplicación de inmunohistoquímica cobra importancia 
relevante, aunque, debido a cierta falta de especificidad 
se debe ser cauteloso en su interpretación 5 . Las cito-
queratinas son positivas tanto en mesoteliomas como 
en adenocarcinomas, aunque las de elevado peso mo-
lecular son más específicas de los mesoteliomas. Estos 
tumores son positivos a vimentina, pero negativos a an-
tígeno carcinoembrionario (CEA) y Leu-MI 4 . Acorde 
a recientes investigaciones 1, un importante porcentaje 
de mesoteliomas fue positivo a calretinina, N-caderina 
y SP-A.
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Como controles se emplearon biopsias de piel de 
bovin con infección persistente y bovinos sin infec-
ión, diagn ticados ediante aislamiento viral en l
Instituto de Microbiología de l  Facultad de Ciencias de
la Universidad Aus ral de Chile. Las muestras de piel
fuero  fijadas en formol buff rado al 10% durante 24
horas y pr cesadas según l  técnica histológica clásica 
para tejidos incluidos en parafina. Se realizaron cortes 
seriados a 5 micrometro , los qu  fueron montad
portaobj to  tratados con poly-l-lisina. Los cortes se
desparafinaron y r hidrataron por inmersiones secuen
ciales en xilol y en conc ntraciones decrecie t s d  al-
cohol y agua. 
La peroxid sa endógena se inactivó durante la re-
hidratación, mediant  la inmersión de los cortes en una 
sol ción de p róxido de hidrógen  al 3% en m tanol 
durante 10 minutos. Para revertir los efectos de la fija-
ción en formol sobr  la antigenicidad del tejido, los o
tes fueron tratados con la enzi a proteolítica p oteinas  
K (Proteinase K DAKO, Dako Corporation, USA) en
concentraci nes de 2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,2% y 0 1% 
durante 10, 15, 20, 30 y 40 minutos, en cámara húmeda
a 37ºC. Como anticuerpo pr mario e empleó l anti-
cuerpo monoclonal 15C5 producido en líquido as ític
de ra ón (Dr. E. D bovi, New Y rk State C llege f Ve
ter nary Medicine, Veterinary Diagnostic Laboratory, 
Cornell U iversity, Ithaca, NY). El anticuerpo se em-
leó en diluciones de 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000 y 
1:8000. La incubación se realizó durante toda la oche
e cámar  hú eda a 4°C. 
Par el revelado de la reacción antígeno-anticu r-
o s  empleó el complejo avidina-biotin -peroxidasa
(LSAB+SYSTEM-HRP®, Dako Corp ration, USA) y el 
cromógeno 3,3-dia inobenzidina tetrahidroc oruro. Fi-
nalmente, las eccion  fueron teñidas con hematoxilina
de Mayer, deshidratadas, aclaradas y m ntadas con bál-
samo d  Cana á. C mo uffer de lavado se empleó buffer
fosfato salino (PBS) 0,01 M, pH 7,4. En los cortes seria-
dos, se comparó la intensidad de tinción y la preservació
de la morfol gía del tej do en los diferentes tratamientos 
proteolíti s enzimáticos y la intensidad de tinción de las
diferent  iluciones del anticuerpo pri ario.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La fijació  en formol a  10% r sultó en u a falta
de inmunorr actividad del anticuerpo 15C5  vDVB 
en el tejido (Figura 1). Una inmunomarcación intensa, 
sin digestión d l tejido o lteración de la morfología se
logró luego del trat miento con proteinasa K al 0,2%
durante 20 minutos a 37ºC (Figura 2). Trabajos previos, 
empleando anticuerpos pri arios policlonales y mon -
clonales, demostraro  que los epitopes de vDVB son
altamente s sceptibles a los efectos de la fijación en for-
mol y muchos de ell s son irrepa ablemente destruidos 
d ran e la fijación. El formol induce uniones cruzadas
tre las proteínas modificando su estructura y redu
ce la permeabilidad del teji o, dificultand  el recono-
ci iento del epitope por el a ticuerpo. El tratamiento 
prote lítico enzimático es imprescindible para mejorar
la inmunoreactividad 13, 14, 19 pues actúa revirtiendo los
efecto  d  formol 20 .
Figura 1. Piel de bovino persistentemente infectado. 
La incubación con el anticuerpo 15C5 dilución 1:6000 
sin tratamiento enzimático previo, resulta en una 
inmunotinción negativa (20x).
Figura 2. Piel de bovino persistentemente infectado. 
Intensa inmunomarcación del vDVB con el anticuerpo 
monoclonal 15C5 dilución 1:6000, previo tratamiento 
con proteinasa K al 0,2% durante 20 minutos a 37º C 
(20x).
Figura 3. Epidermis de bovino persistentemente in-
fectado. La inmunomarcación específica se visualizó 
como gránulos intracitoplasmáticos de diversos diáme-
tros y de color marrón en las células epiteliales. Anti-
cuerpo monoclonal 15C5 1:6000 (40x).
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La más alta dilución del anticuerpo monoclonal 15C5 
que resultó en una tinción específica e intensa fue la dilu-
ción 1:6000. Se consideró tinción específica a la visuali-
zada como pigmento marrón claro en forma de gránulos 
de diversos diámetros ubicados en el citoplasma de las 
células epiteliales de la epidermis, células epiteliales de 
folículos pilosos, células epiteliales de glándulas, macró-
fagos y músculo liso (Figura 3). En las diluciones más 
concentradas se observó una reacción no deseada o ines-
pecífica en algunas células epiteliales de la epidermis, 
folículos pilosos y macrófagos de los tejidos controles 
negativos. La tinción inespecífica se produjo durante la 
incubación con el anticuerpo primario en diluciones me-
nores, ya que no se observó dicha reacción cuando se sus-
tituyó el anticuerpo primario por PBS. La intensidad de 
dicha reacción fue disminuyendo a medida que se diluyó 
el anticuerpo primario hasta desaparecer con la dilución 
1:6000 en los tejidos controles negativos. Dicha reacción 
no deseada se debió probablemente a uniones inespecífi-
cas causadas por interacciones iónicas o hidrofóbicas en-
tre el anticuerpo primario y las proteínas del tejido. Una 
posibilidad más remota, es la presencia de anticuerpos 
contaminantes presentes en el liquido ascítico del ratón 
donde se obtuvo el anticuerpo monoclonal 12 . Otros in-
vestigadores que emplearon al anticuerpo 15C5 en dilu-
ciones de 1:600, 1:800 y 1:1000 no reportaron reacciones 
inespecíficas en los tejidos controles; aunque incluyeron 
el empleo de tratamientos para bloquear las uniones ines-
pecíficas 13, 14, 19 . En nuestro protocolo eliminamos la ne-
cesidad del tratamiento bloqueante al emplear la más alta 
dilución que resulte en tinción específica e intensa. 
El vDVB presenta una amplia variabilidad genética 
y antigénica 5, 18 y el empleo de un anticuerpo monoclonal 
puede resultar en falsos negativos. Sin embargo, el anti-
cuerpo 15C5 es una inmunoglobulina G2b que reacciona 
con un epitope de la glicoproteína viral Erns o E0 (gp 48 
Kd) altamente conservada entre los aislados del virus, 
capaz de detectar biotipos citopáticos y no citopáticos 
aislados del genotipo 1 y 2 del virus diarrea viral bovina, 
virus de la peste porcina clásica, virus de la enfermedad 
de la frontera del ovino y hay evidencias que demuestran 
que podría reaccionar con pestivirus caprinos 1, 5, 13 . Por 
lo tanto, esperamos que el anticuerpo 15C5 sea capaz de 
detectar al vDVB de nuestra región. En el Anexo 1 se 
resume el protocolo empleado para la inmunomarcación 
del vDVB que, en las condiciones de nuestro laboratorio, 
resultó en una tinción específica e intensa.
En conclusión, el protocolo que resultó en una tin-
ción específica intensa, que no alteró la morfología del 
tejido y presentó mínima tinción de fondo, fue el que 
empleó el tratamiento con proteinasa K al 0,2% durante 
20 minutos a 37ºC en cámara húmeda previa a la incu-
bación con el anticuerpo 15C5 a la dilución 1:6000. Este 
método inmunohistoquímico, empleando el anticuerpo 
monoclonal 15C5, es una herramienta sencilla, econó-
mica y eficaz, que permitirá futuros estudios de diver-
sos cuadros patológicos relacionados con el vDVB.
Agradecimiento. Los tejidos controles son cortesía 
del Dr. Germán Reinhardt del Instituto de Microbiolo-
gía de la Facultad de Ciencias de la Universidad Austral 
de Chile, Valdivia, Chile.
Anexo 1
Protocolo de tinción inmunohistoquímica para 
antígeno del vDVB empleado en el Laboratorio de 
Inmunohistoquímica, Facultad de Ciencias Veteri-
narias, UNNE
1. Desparafinar, rehidratar e inactivar la peroxidasa 
endógena por pasajes secuenciales en 1º xilol 10 minu-
tos; 2º xilol 10 minutos; alcohol 100º 5 minutos; peroxi-
do de hidrógeno al 3% en metanol durante 10 minutos; 
alcohol 96º 5 minutos, alcohol 80º 5 minutos; alcohol 
70º 5 minutos y agua destilada 5 minutos. Lavar 3 veces 
en PBS durante 5 minutos.
2. Desenmascaramiento antigénico con proteinasa 
K al 0,2% en buffer TRIS-HCl 0,05 M, pH 7,5 durante 
20 minutos a 37ºC en cámara húmeda. Precalentar a 
37ºC la cámara y la enzima. Lavar 3 veces en PBS du-
rante 5 minutos.
3. Aplicar el anticuerpo primario 15C5 (Dr. E. Du-
bovi, New York State College of Veterinary Medicine, 
Veterinary Diagnostic Laboratory, Cornell University, 
Ithaca, NY) en dilución 1:6000 e incubar durante toda 
la noche en refrigerador. Lavar 3 veces en PBS durante 
5 minutos.
4. Aplicación del anticuerpo secundario marcado 
con biotina (anti-mouse biotinilado) e incubar durante 
30 minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda. 
Lavar 3 veces en PBS durante 5 minutos.
5. Aplicación del complejo avidina-biotina-peroxi-
dasa e incubar durante 30 minutos a temperatura am-
biente en cámara húmeda. Lavar 3 veces en PBS duran-
te 5 minutos.
6. Aplicar el cromógeno 3,3-diaminobenzidina 









 50% en 5 ml PBS) e incubar en cá-
mara húmeda oscura durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. Lavar con abundante agua destilada.
7. Contraste con hematoxilina de Mayer durante 1 
minuto; deshidratar con pasajes en alcohol 70º, alcohol 
80º, alcohol 96º, alcohol 100º, alcohol 100º; aclarar en 
tres pasajes de xilol y montar con bálsamo de Canadá. 
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4DESCRIPCIÓN DEL CASO
El mesotelioma fue diagnosticado en un canino 
boxer macho, de 7 años de edad, que llegó a la consulta 
por pérdida de peso y distensión abdominal de varias 
semanas de evolución. La abdominocentesis evidenció 
la presencia de líquido sero-hemorrágico cuyo sedi-
mento fue citológicamente evaluado mostrando la exis-
tencia de células mesoteliales reactivas y neoplásicas. 
Estas últimas se observaron como células redondeadas 
con núcleos centrales, macro y anisocariosis, cromati-
na reticulada y nucléolo evidente en algunos casos. La 
mayoría presentó citoplasma con numerosas vesículas 
pequeñas y con grandes vacuolas únicas. Se encontra-
ban dispuestas en forma aislada y en colgajos tridimen-
sionales apretados, de bordes festoneados.
Simultáneamente se realizó una ecografía que mos-
tró un puntillado hiperecogénico aparentemente en me-
senterio, con congestión esplénica y hepática. Durante 
la laparotomía exploratoria se observó un mesenterio 
engrosado, con presencia de múltiples nódulos de di-
ferentes diámetros, coloración blanquecina a marrón 
parduzca, superficie irregular, cubiertos por un mate-
rial viscoso y traslúcido, fusionados en algunos sectores 
(Figura 1). En virtud de la evolución y el desfavorable 
pronóstico, se practicó eutanasia. En la necropsia no se 
encontraron tumoraciones en la cavidad torácica, ni en 
los órganos tanto torácicos como abdominales, los cua-
les fueron cuidadosamente examinados con el objeto de 
descartar la presencia de otro tipo de tumor primario.
La tumoración mesentérica fue fijada en formol 
buferado al 10% y procesada de acuerdo a la técnica 
histológica clásica. Se efectuaron coloraciones con he-
matoxilina y eosina (HyE) y técnicas histoquímicas con 
ácido periódico de Schiff (PAS) y azul alcián, así como 
métodos inmunohistoquímicos con estreptavidina-bio-
tina-peroxidasa. Los cortes histopatológicos mostraron 
una proliferación de células poliédricas de núcleo re-
dondeado que se distribuían en un patrón difuso, sólido 
en sectores y laxo en otros, acompañando finos tabiques 
conectivos sobre lagos de mucina (Figura 2). En las 
áreas sólidas se detectaron espacios quísticos de dife-
rentes diámetros. En ocasiones, las células presentaron 
vacuolas citoplasmáticas (PAS negativas), fenómenos 
de macrocariosis, anisocariosis y escasas figuras de mi-
tosis típicas y atípicas. En algunos sectores, la mucina 
extracelular fue débilmente metacromática con azul al-
cián. Se encontraron además extensas áreas de necrosis 
y numerosos vasos congestivos. 
 Los cortes procesados de acuerdo a la técnica de 
inmunohistoquímica fueron positivos a los anticuerpos 
anti citoqueratina (clon AE1, ratón, prediluido de Zy-
med), vimentina (clon V9, ratón, prediluido de Zymed), 
desmina (clon ZC18, ratón, prediluido de Zymed) y P-
caderina (clon P-Cad, policlonal de conejo, dilución 
1:50 de Zymed).
Los hallazgos morfológicos, tanto cito como anato-
mopatológicos y la reactividad inmunohistoquímica 
condujeron al diagnóstico de mesotelioma peritoneal 
maligno, difuso, de tipo epitelial.
REFERENCIAS
 1. Abutaily AS, Addis BJ, Roche WR. 2002. Immunohisto-
chemistry in the distinction between malignant mesothe-
lioma and pulmonary adenocarcinoma: a critical evalua-
tion of new antibodies. J Clin Pathol 55: 662-668.
 2. Butnor KJ, Sporn TA, Hammar SP, Roggli VL. 2001. 
Well differentiated papillary mesothelioma. Am J Surg Pa-
thol 25: 1304-1309.
 3. Cantin R, Al-Jabi M, Mc Caughey WT. 1982. Desmo-
plastic diffuse mesothelioma. Am J Surg Pathol 6: 215-
222.
 4. De May RM. 1996. The Art and Science of Cytopathology, 
ASCP Press, Chicago, p. 939-946.
 5. DiBonito L, Falconieri G, Colautti I, Bonifacio Gori D, 
Dudine S, Giarelli L. 1993. Cytopathology of malignant 
mesothelioma: a study of its patterns and histological ba-
ses. Diagn Cytopathol 9: 25-31.
 6. Enzinger FM, Weiss SW. 1985. Tumores de Tejidos Blan-
dos, Panamericana, Buenos Aires, 760 p.
 7. Glickman LT, Domanski LM, Maguire TG, Dubielzig 
RR, Churg A. 1983. Mesothelioma in pet dogs associated 
with exposure of their owners to asbestos. Environ Res 32: 
305-313.
 8. Harbison ML, Godleski JJ. 1983. Malignant mesothelio-
ma in urban dogs. Vet Pathol 20: 531-540.
 9. Head KW, Else RW, Dubielzig RR. 2002. Tumors of the 
alimentary tract. In: Tumors in Domestic Animals (Meuten 
DJ Ed), 4º ed., Blackwell, Iowa, p. 401- 481.
 10. Julian RJ. 1991. Peritoneo, retroperitoneo y mesenterio. 
En: Patología de los Animales Domésticos (Jubb KV, Ken-
nedy PC, Palmer N Ed.), 3° ed., Hemisferio Sur, Montevi-
deo, p. 377-391.
 11. Kim JH, Choi YK. 2002. Juvenile malignant mesothelio-
ma in a dog. J Vet Med Sci 64: 269-271. 
 12. Leisewitz AL, Nesbit JW. 1992. Malignant mesothelioma 
in a seven-week-old puppy. J S Afr Vet Assoc 63: 70-73.
 13. Nguyen GK, Akin MR, Villanueva RR, Slatnik J. 1999. 
Cytopathology of malignant mesothelioma of the pleura in 
fine-needle aspiration biopsy. Diagn Cytopathol 21: 253-
259.
 14. Reggeti F, Brisson B, Ruotsalo K, Southorn E, Bienzle 
D. 2005. Invasive epithelial mesothelioma in a dog. Vet Pa-
thol 42: 77-81.
 15. Wilson DW, Dungworth DL. 2002. Tumors of the respi-
ratory tract. In: Tumors in Domestic Animals (Meuten DJ 
Ed), 4º ed., Blackwell, Iowa, p. 365-399.
Lértora J.W. et al.: Detección de diarrea viral bovina. Rev. vet. 18: 1, 58–61, 2007
tract and enteric diseases in calves. Am J Vet Res 59: 1423-
1430.
 4. Brodersen BW, White AK, Smith DR. 1998. Immunohis-
tochemical test on skin biopsies as a method for detection
of cattle persistently infected with bovine vir l diarrhe
virus. Proc Am Assoc Bov Pract 31: 246.
 5. Caropi WV, Donis RO, Dub vi EJ. 1990. Characteriza-
tion of a panel of monoclonal antibodies and their u  in 
the study of the antig nic diversity of bovine viral diarrhea 
virus. Am J Vet Res 51: 1388-1394.
 6. De Verdier Klingenberg K. 2000. Enhancement of cli-
nical signs i  exp rimentally rot v rus infected alves by 
combined viral infections. V t R c 147: 717-719.
 7. D ake TR, Moore DA, Whitl ck RH, Castro AE, H t-
t l AL, Reams R, Stoffregen W. 1996. An outbreak of 
acute BVD in Pennsylvania cattle. Pro eeding of Interna
tional Symposium Bovine Viral Diarrhea Virus: a 50 Year 
Review, Cornell Univ rsity (USA), p. 208.
 8. Dubovi EJ. 1994. Impact of bovine vi al diarrhea virus on 
reproductive performance in cattle. Vet Clin N Am Food
Anim Pract 10: 503-514.
 9. Dubovi EJ. 1996. Laboratory diagnosis of bovine viral 
diarrhea virus infe tions. Vet Med 91: 867-872.
 10. Fredriksen B, Sandvik T, Loken T, Odegaard SA. 1999. 
Level and duration of serum antibodies in cattle infect d
experimentally an naturally with bovin  viral diar hoea
virus. Vet Rec 144: 111-114.
 11. Grooms DL. 1998. Role of bovine viral diarrhea virus in the
bovi e respiratory disease complex. Bov Pract 32: 7-12.
 12. Haines DM, Chelack BJ. 1991. Technical consideratio-
ns fo developi g enzyme immunohis ochemical staining 
procedures on for alin-fixed paraffin embedded tissues
for diagnostic pathol gy. J Vet Diagn Invest 3: 101-112.
 13. Haines DM, Clark EG, Dub vi EJ. 1992. Monoclonal 
antibody-based immunohistochemical detection of bovine
viral diarrhea virus in ormalin-fixed, paraffin-embedded
tissues. Vet Pat ol 29: 27-32.
 14. Haines DM, Martin KM, Clark EG, Jim GK, Janze
ED. 2001. The immunohistochemical detectio  of Myco
plama bovis and bovine viral diarrhea virus in tis ues of
feedlot cattle with chronic, unresponsive respiratory dis a-
se and/or arthritis. Can Vet J 42: 857-860.
 15. Kelling CL. 1996. Planning bovine viral diarrhea virus
vaccination programs. Vet Med 91: 873-877.
 16. Lertora WJ, Arzeno M, Crudeli GA. 2006. Detección de 
infección activa por el virus diarrea viral bovina en reba-
ños bovinos y bubalinos: informe preliminar. Memorias de 
la XXVII Sesión de Comunicaciones Científicas, Facultad 
de Ciencias Vet rinarias, UNNE (Corrientes, Argentina), 
p. 2.
 17. Moennig V, L ess B. 1995. Pathogenesis of intrauterine 
infections with bovine viral diarrhea virus. Vet Clin N Am 
Food Anim Pract 11: 477-487.
 18. Ridpath, JF. 1996. Sequence diversity and genotyping. 
Proceedings of International Symposium Bovine Viral 
Diarrhea Virus: a 50 Year Review, Cornell University 
(USA), p. 39-42.
19 Scherer CF, Flores EF, Weiblen R, Caron L, Irigoyen 
LF, Neves JP, M ciel MN. 2001. Experimental infection 
of pregnant ewes with bovine viral diarrhea virus type-2 
(BVDV-2): effects on the pregnancy and fetus. Vet Micro-
biol 79: 285-299.
 20. Shi SR, Cote RJ, Taylor CR. 1997. Antigen retrieval im-
munohistocemistry: past, present and future. J Histochem 
Cytochem 45: 327-343.
21 Sockett D, Bolin D, Ridpath J, Bolin S. 1996. Outbreak
of acute bovine viral diarrhea (BVD) in Wiscon in. Pro-
ceedings of Internat onal Symposium Bovine Viral Diarr-
hea Virus: a 50 Year Review, Cornell University (USA), p. 
207.
 22. Thür B, Zlinsky K, Ehrensperger F. 1996. Immunohisto-
chemical detections of bovine viral diarrhea virus in skin
biopsies: a reliable and fast d agn stic ool. J Vet Med B 43: 
163-166.
23 Walz PH, Steficek BA, Baker JC. 1999. Effect of expe-
rimental y induced type II bovine viral diarrhea virus i
fections on platelet function in calves. Am J Vet Res 60: 
1396-1401.
